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(54) Title: IMPROVEMENT OF THE REGENERATION OF OLIGODENDROCYTES 
(54)Bezeichmmg: VERBESSERUNG DER REGENERATION VON OLIGODENDROCYTEN 
(57) Abstract 

The invention concerns a method for improving the regenera- 
tion of oligodendrocytes, in particular human oligodendrocytes, by 
treating oligodendrocytes in a cell culture with nerve growth factor ^ - 
(NGF) or active fragments of NGF, Also disclosed is a composition qJ g 
for the treatment of illnesses in which demyelination of the nerve fi- ^ S 
ores occurs, the composition containing as an active substance NGF gej 
or an active fragment of NGF, optionally together with the custom- ~E 
ary carriers, fillers, dilution agents and other auxiliaries. ® 3 



(57) Zosammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verf ahren zur Verbesserung der Re- 
generation von Oligodendrocyte!!, insbesondere von humanen Oligo- 
dendrocyten, bei dem man Oligodendrocyten in Zellkultur mit Nerve 
Growth Factor (NGF) oder aktiven Fragmenten von NGF behan- 
delt Weiterhin wird eine Zusammensetzung zur Behandlung von 
Krankheiten, bei denen eine Demyelinierung von Nervenfasern ein- 
tritt, offenbart, die als Wirkstoff NGF oder ein aktives Fragment da- 
von, gegebenenfalls zusammen mit pharmazeutisch fiblichen Trager-, 
Hilfs-, Full- und Verdunnungsmitteln enthalt 
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Verbessexung r^> r Regeneration van Oligoc3endrocyten 
Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Verbes- 
serung der Regeneration von Oligodendrocyte^ insbesondere 
von humanen Oligodendrocytes Weiterhin betrifft die Erfin- 
dung eine phannazeutische Zusammensetzung zur Behandlung von 
Krankheiten, bei denen eine Demyelinieruncj von Nervenfasern 
eintritt, sowie ein Verfahren zu deren Herstellung. 

Die Umhiillung von Nervenfasern im zentralen Nervensystem 
(ZNS) mit Myelin ist essentiell fur das Funktionieren der 
Weitergabe von neuronalen Signalen. Die Myelinhiille wird von 
Oligodendrocyten (OL) gebildet, die ihre Fasern um das Axon 
einer Nervenzelle wickeln. Krankheiten, wie etwa Multiple 
Sklerose, bei denen die Myelinhiille des Axons geschadigt oder 
zerstort wird, fiihren auch zu Schadigungen der OL- Ira Gegen- 
satz zum peripheren Nervensystem (PNS) ist eine Remyelinie- 
rung von Nervenzellen im adulten ZNS funktional unwirksam. 
Daher ist die Identifizierung und Charakterisierung von Fak- 
toren, die fur die Regenerierutig von OL verantwortlich sind, 
fur das molekulare Verstandnis von demyelinierenden Krankhei- 
ten und die Entwicklung von therapeutischen Mitteln sehx 
bedeutsam. 

Reife Oligodendrocyten, die aus adultem Schweinehirn isoliert 
wurden, regenerieren bei Kultivierung in vitro und bilden 
innerhalb 14 Tagen ein Fasernetzwerk aus (Althaus et al. 
(1984), Naturwissenschaften 71, 309-315). Diese OL-Kulturen 
stellen daher ein hervorragendes Testsystem zur Ermittlung 
von Substanzen dar, welche die Regenerierung von OL stimulie- 
ren. Es wurde damit bereits gezeigt, daB Phorbolester wie 
etwa Phorbol-12-myristat-13-acetat (TPA) die Faserregenera- 
tion der OL erheblich steigern konnen. Phorbolester kommen im 
Milchsaft der Wolf smilchgewachse oder in Crotonol aus den 
Samen des indischen Croton tiglium vor. Sie sind jedoch als 
mogliche Arzneimittel zur Behandlung von demyelinierden 
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Krankheiten vollig ungeeignet, da sie stark lokal reizend und 
kokarzinogen wirken. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, eine Sub- 
stanz zu finden, die eine Verbesserung der Regeneration von 
Oligodendrocyten bewirkt und zugleich keine Toxizitat auf- 
weist . 

Die erfindungsgemaBe Aufgabe wird durch ein Verfahren zur 
Verbesserung der Regeneration von Oligodendrocyten, insbeson- 
dere humanen Oligodendrocyten gelost, welches dadurch gekenn- 
zeichnet ist, daB man Oligodendrocyten in Zellkultur mit 
Nerve Growth Factor (NGF) oder aktiven Fragment en von NGF 
behandelt. 

Die Bezeichnung "NGF" oder "aktives Fragment von NGF" im 
Sinne der vorliegenden Erfindug betrifft natiir lichen NGF, 
insbesondere naturlichen humanen oder murinen NGF und alle 
Fragmente oder Derivate von NGF, die dessen biologische Akti- 
vitat aufweisen, d.h. eine Verbesserung der Faserregenerie- 
rung von Oligodendrocyten in vitro oder/und die Proliferation 
von reifen Oligodendrocyten bewirken. Beispiele fur NGF-Mole- 
kule r die sich fur das erfindungsgemaBe Verfahren eignen, 
sind etwa NGF-B, NGF 2,5S oder NGF 7S aus der Submaxillaris- 
Druse der Maus. Diese NGF-Molekule sind beispielsweise von 
Sigma-St. Louis oder Boehringer Mannheim kommerziell erhalt- 
lich. Vorzugsweise fiihrt man das erfindungsgemaBe Verfahren 
mit einem humanen NGF, besonders bevorzugt mit humanem rekom- 
binantem NGF-S durch* Die Herstellung eines aktiven NGF-Frag- 
ments durch tryptische Verdauung von NGF ist bei Mercanti et 
al. (Biochim.Biophys;Acta 49 6 (1977), 412-419) beschrieben. 
Dieses Fragment besteht aus zwei linearen Oligopeptides die 
durch eine Disulf idbrucke verknupft sind, und enthalt die 
Aminosaurereste 10 bis 25 und 75 bis 88 der Aminosauresequenz 
von NGF (entsprechend der Nomenklatur von Angeletti und 
Bradshaw (1970), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 68, 2417-2421)- 
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Bei Behandlung von Oligodendrocyten in Zellkultur mit NGF 
(NGF 2,5S oder humaner rekombinanter NGF) wurde die Faserre- 
generation der OL ahnlich wie bei Behandlung mit Phorbol- 
estern, aber mit einem etwas anderen zeit lichen Verlauf 
verbessert. So wurde bei Behandlung von OL mit Phorbolester 
ein Fasernetzwerk bereits nach 24 Stunden erzeugt, wahrend 
dafiir in Gegenwart von NGF 48 Stunden erforderlich waren. Die 
NGF-Wirkung wurde durch Anti-NGF-Antikorper inhibiert. 

Steigende NGF-Wirkungskonzentrationen ergaben keine schnelle- 
re Regeneration der OL-Fasern, es wurde jedoch gefunden, daS 
das AusmaS der Faserelongation und -verzweigung konzentra- 
tionsabhangig war- Durch NGF konnte die Faserproduktion in 
alien Oligodendrocyten verbessert werden, welche mindestens 
fur die Untersuchungsdauer (2 Wochen) iiberlebten. 

Zusatzlich wurde f estgestellt , daB NGF 2 f 5S die Proliferation 
einer Subklasse von kultivierten reifen OL induziert. Mit 
humanem rekombinantem NGF wurden ahnliche Resultate erhalten. 
Diese Wirkung war konzentrationsabhangig und trat erst auf , 
wenn die Zellen langer als 24 Stunden mit NGF behandelt wur- 
den. Die Induzierung der Proliferation wurde durch Anti-NGF- 
Antikorper blockiert. Die hochste Rate der NGF-Prolif eration 
wurde bei Behandlung der Zellen mit einer Kombination von 
Phorbolester und NGF gefunden. 

Die Wirkung von NGF kann auch verbessert werden, wenn die 
Behandlung der Oligodendrocyten mit einer Kombination von NGF 
und einem oder mehreren Proteasehemmstof f en erfolgt. Ein 
Beispiel fur einen geeigneten und bevorzugten Proteasehemm- 
stof f ist Aprotinin, das beispielsweise unter dem Handelsna- 
men "Trasylol" von Bayer-Leverkusen vertrieben wird. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
pharmazeutische Zusammensetzung zur Behandlung von Krankhei- 
ten, bei denen eine Demyelinierung von Nervenfasern eintritt, 
und die als Wirkstoff NGF oder ein aktives Fragment davon, 
gegebenenfalls zusammen mit pharmazeutisch iiblichen Trager-, 
Hilfs-, Fiill- und Verdunnungsmitteln enthalt. Vorzugsweise 
enthalt die pharmazeutische Zusammensetzung humanen NGF, 
vorzugsweise humanen rekombinaten NGF-6. Weiterhin kann die 
Zusammensetzung einen oder mehrere pharmazeutisch vertragli- 
che Proteasehemmstoffe, beispielsweise Aprotinin enthalten. 

Die Erfindung betrif ft ferner ein Verfahren zur Herstellung 
einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung von 
Krankheiten, bei denen eine Demyelinierung von Nervenfasern 
eintritt, die als Wirkstoff NGF oder ein aktives Fragment 
davon, gegebenenfalls zusammen mit pharmazeutisch iiblichen 
Trager-, Hilfs-, Fiill- und Verdiinnungsmitteln enthalt, wobei 
man vorzugsweise als Wirkstoff humanen NGF, besonders bevor- 
zugt humanen rekombinanten NGF-B verwendet. 

Fiir die Herstellung von pharmazeutischen Praparaten konnen 
die erfindungsgemaSen Zusammensetzungen mit therapeutisch 
akzeptablen Tragersubstanzen verarbeitet werden. Geeignete 
Trager fiir die Herstellung von derartigen LSsungen sind Was- 
ser, Polyole, Saccharose, Invertzucker und Glucose. Geeignete 
Trager fiir Injektionslosungen sind Wasser, Alkohole, Polyole, 
Glycerin und pflanzliche 6le. 

Die pharmazeutischen Praparate konnen ferner Konservierungs- 
mittel, Losungsmittel, Stabilisierungsmittel, Netzmittel, 
Emulgiermittel, Salz'e zur Veranderung des osmotischen Drucks, 
Puffer sowie gegebenenfalls andere therapeutische Wirkstof fe 
enthalten. 



Krankheiten, bei denen eine Demyelinierung von Nervenfasern 
eintritt und die mit Hilfe der erfindungsgemaBen pharmazeuti- 
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schen Zusammensetzung behandelbar sind, konnen etwa durch 
Entzundungen, autoimmunologische Prozesse, Enzyme oder Toxine 
hervorgeruf en werden, Beispiele fur solche Krankheiten sind 
etwa Multiple Sklerose, Slow Virus Enzephalie, verschiedene 
Formen der Myelitis oder Schwermetallvergiftungen. 

Die erfindungsgemaSe Zusammensetzung wird vorzugsweise syste- 
misch appliziert. Die Application kann durch die dem Fachmann 
gelaufigen Methoden erfolgen, beispielsweise intrazisternal 
C, intravenos oder peripher. 2ur intrazisternalen oder intra- 
venosen Applikation kann NGF, beispielsweise in physiologi- 
scher Kochsalzlosung, suspendiert sein* 

Die Zugabe von Proteasehemmstof f en, z.B. Aprotinin, ist bei 
taglicher Verabreichung von NGF nicht zwingend erf orderlich, 
bietet aber einen Schutz gegeniiber Proteasen, die NGF unwirk- 
sam mac hen konnten. Die bevorzugte Untergrenze der taglich 
verabreichten NGF-Dosis liegt bei einer Konzentration von 10 
ng NGF /ml Blut, wahrend die bevorzugte Obergrenze bei 300 ng 
NGF/ml liegt. Die Verabreichung von NGF erfolgt vorzugsweise 
iiber einen langeren Zeitraum, d.h. mindestens 48 Stunden. 

Die vorliegende Erfindung soil weiterhin durch die folgenden 
Beispiele in Verbindung mit den Figuren 1 und 2 verdeutlicht 
werden. Es zeigen: 

Figur 1 das Faserwachstum von Oligodendrocyten in Gegenwart 
von NGF und 

Figur 2 den Einbau von [ 3 H] Thymidin in kultivierte Oligo- 
dendrocyten in Gegenwart verschiedener Wachstums- 
f aktoren. 
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Beispiel 1 

Kultivierung von Oligodendrocyten 

Oligodendrocyten wurden aus dem Corpus callosum von ca. 1- 
jahrigen Schweinen fiber einen Dichtegradienten gewonnen und 
anschlieBend in Kultur gebracht (Gebicke-Harter et al. 
(1984), J.Neurochem. 42, 357-368). Die Zellen wurden auf 
Poly-D-lysin beschichtete. Petrischalen ausgesat und in einem 
Medium bestehend aus MEM/HAM' s F-10 (1:1 v/v) , 10 % fotalem 
Kalberserum sowie Transferrin (10 pg/mL) , Insulin 5 pg/ml und 
Mezlocillin (40 jig/ml) bei ublichen Kulturbedingungen (5 % 
CO z , 37°C) kultiviert- Aufgrund ihrer OberflSchencharakteri- 
stika handelte es sich bei den Zellen urn reife Oligodendrocy- 
ten, sie waren immunocytochemisch GC* , WP* (Marker fur reife 
OL), A 2 B 5 - (Marker fur OL-Vorlauf erzellen) und 0X42* (Marker 
fur Mikrogliazellen) . Als Marker wurden monoklonale Antikor- 
per und polyklonale Antiseren verwendet. 



Beispiel 2 

Wachstum von Oligodendrocytenfasern in Gegenwart von NGF 

Zu Oligodendrocyten aus Beispiel 1 wurden nach 6 Tagen Kulti- 
vierung in vitro NGF (humaner rekombinanter NGF-B, 100 ng/ml) 
und Trasylol (1000 U/ml, Bayer Leverkusen) zum Kultunnedium 
gegeben, das taglich erneuert wurde. Die durch Trasylol ver- 
ursachte Proteasehemmung sorgte fur einen konstanteren NGF— 
Spiegel wahrend der Kultivierung. Nach zweitagiger Behandlung 
wurden die Zellen fixiert und elektronenmikroskopisch unter- 
sucht. Figur 1 zeigt einen Vergleich der Faserlange zwischen 
unbehandelten Kontrollzellen, NGF-behandelten Zellen und 
Phorbolester (TPA)-behandelten Zellen. Die Faserlange, die 
anhand vergroBerter Phasenkontrastphotographien ermittelt 
wurde, zeigte in Kontrollkulturen und NGF-behandelten Kultu- 
ren einen statistisch signifikanten Unterschied (t-Test, 
Faserlange/Zellzahl, p < 0,001), wie es auch bei TPA-behan- 
delten Kulturen der Fall war. 
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Beispiel 3 

Proliferation von reifen Oligodendrocyten in Gegenwart von 
NGF 



Oligodendrocyten- wurden auf Poly-D-Lysin-beschichteten Multi- 
well-Kulturplatten (160.000 Zellen/Well) nach 6 Tagen in 
vitro mit verschiedenen Wachsturosf aktoren (plus Trasylol) mit 
den in Tabelle 1 gezeigten Konzentrationen behandelt, wobei 
das Kulturmedium taglich erneuert wurde. Die Proliferation 
der Oligodendrocyten wurde iiber den Einbau von [ 3 H]-Thymidin 
in 24-stundigen Intervallen gemessen, Jede Behandlung wurde 
doppelt durchgefiihrt und mindestens zweimal wiederholt. Die 
Standardabweichung zwischen den einzelnen Proben war im Be- 
reich von 20 bis 25 %. 

Tabelle 1 

Getestete Substanz OL-Faserbildung Herkunft der Substanz 



1. NGF (2,5 S) 
(10-300ng/ml) 

2. NGF (2,5 S) 
(100 ng/ml) 

+ 

anti-NGF/ 1:200) 

3. NGF-B 
(10-100ng/ml) 



4. Trasylol 
(lOOOU/ml) 



Maus-Submaxillaris- 
Driise 



Kaninchen ( polyklonal ) 



human , rekombinant 



Handelsname von Apro- 
tinin , Bayer-Lever - 
kusen 



5 . Interleukin-2 
(100-1000U/ml) 



human, r kombinant 
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6.EGF (l-100ng/ml) 

(Epidermal Growth Factor) 



Maus-Submaxillaris- 
Driise 



7.FGF (a/b) 
(l-200ng/ml) 

(Fibroblast Growth Factor) 



Rind 



8. IGF I/II 

( 10-10 Ong/ml) 
(Insulinlike Growth 
Factor) 

9.PDGF (2-lOng/ml) 
(Platelet Derived 
Growth Factor) 



human, rekombinant 



humane Plattchenzellen 



Die verschiedenen Wachs turns faktoren wurden von Sigma-St. Louis 
(1,2,5,7,9) und Boehringer Mannheim (1-3, 8) bezogen. Das 
taglich emeuerte Kulturmedium wurde mit 10 % fotalem Kalber- 
serum versetzt und enthielt die Wachstums faktoren in den 
jeweils oben angegebenen Endkonzentrationen + 1000 U/ml Tra- 
sylol. Bei IGF I und II wurde die gewohnliche Insulinkonzen- 
txation von 5 jxg auf 0,5 pg/ml verringert. Die Faserbildung 
wurde wie folgt klassif iziert : 

einige kurze (mit einer Lange von 3-4x des Korperdurch- 
messers) Fasern und sehr wenige Verzweigungen vorhanden, 
entspricht den Kontrollkulturen; 
+ Fasernetzwerk mit verstarktem Stof fwechsel. 

Figur 2 zeigt den Einbau von [3 H]-Thymidin in Gegenwart ver- 
schiedener Wachstumsf aktoren. Dabei ist ersichtlich, daS 
neben Phorbolester (TPA) nur NGF eine Wirkung auf die Proli- 
feration von OL zeigt. In Gegenwart von Anti-NGF-AntikSrper 
wird die durch NGF erzeugte Zellproliferation vollstandig 
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Patentanspriiche 

Verfahren zur Verbesserung der Regeneration von Oligo- 
dendrocyte^ insbesondere von humanen Oligodendrocyte^ 
dadurch gekennzeichnet, 
da6 man Oligodendrocyten in Zellkultur mit Nerve Growth 
Factor (NGF) oder aktiven Fragmenten von NGF behandelt. 

Verfahren nach Anspruch l f 

dadurch gekennzeichnet f 
daB man die Behandlung mit humanem rekombinantem NGF-0 
durchf iihrt . 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafl man weiterhin einen oder mehrere Proteasehemmstof fe 
zusetzt . 

Verfahren nach Anspruch 3 , 

dadurch gekennzeichnet, 
daQ man Aprotinin als Proteasehemmstof f verwendet. 

Phannazeutische Zusammensetzung zur Behandlung von 
Krankheiten, bei denen eine Demyelinierung von Nervenfa- 
sern eintritt, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB sie als Wirkstoff NGF oder ein aktives Fragment 
davon, gegebenenf alls zusammen mit pharmazeutisch iibli- 
chen Trager-, Hilfs-, Full- und Verdiinnungsmitteln ent- 
halt. 

Phannazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB sie als Wirkstoff humanes rekombinantes NGF-6 ent- 
halt. 
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7. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB sie weiterhin einen oder mehrere Proteasehemmstof f e 
entha.lt . 

8. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch .7, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB sie als Proteasehemmstof f Aprotinin enthalt 

9. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusam- 
mensetzung zur Behandlung von Krankheiten, bei denen 
eine Demyelinierung von Hervenfasern eintritt, die als 
Wirkstoff NGF oder ein" aktives Fragment davon, gegebe- 
nenfalls zusammen mit pharmazeutisch iiblichen Trager-, 
Hilfs-, Full- und Verdiinnungsmitteln enthalt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man als Wirkstoff humanes rekombinantes NGF verwen- 
det. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Zusammensetzung weiterhin einen oder mehrere 
Proteasehemmstof fe enthalt . 

12. Verfahren nach Anspruch 11, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Zusammensetzung als Proteasehemmstof f Aprotinin 
enthalt . 

13. Verfahren zur Bekampfung von Krankheiten, bei denen eine 
Demyelinierung von Nervenfasern eintritt, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man eine Zusammensetzung verabreicht, die als Wirk- 
stoff NGF oder ein aktives Fragment davon, gegebenen- 
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falls zusammen mit phannazeutisch ublichen Trager-, 
Hilfs-, Full- und Verdiinnungsmitteln enthalt. 

14. Verfahren nach Anspruch 13 , 

dadurch gekennzeichnet 
da6 man die Zusammensetzung intravenos verabreicht. 
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Fig. 1 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/EP 92/0U73 



A CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

Int.Cl. 5 C12N5/08; A61K37/02; A61K37/64; //(A61K37/64 37:02) 
According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

5 



mt.ci/ 



C12N; A61K; 



C07K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used) 



a DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



J. BIOL. CHEM. 

vol. 263, No. 9, 25 March 1988 r AM. SOC. MOL. 
BIOL. , INC. , US 
pages 4460 - 4466; 

F.L. HALL ET AL.: 'Suppression of nerve growth 
factor-directed neurite outgrowth in PC12 cells 
by sphingosine, an inhibitor of protein kinase C 
see page 4460, left-hand column, line 1 - line 46 

PROC. NATL. ACAD SCI. 

vol. 83, April 1986, NATL. ACAD SCI., WASHINGTON, 
DC, US; pages 2353 - 2357; 

T. HAMA ET AL.: 'Protein kinase C as a component 
of a nerve growth factor-sensitive 
phosphorylation system in PC12 cells*' 
see page 2355, right-hand column, line 18 - 
page 2356, right-hand column, line 21 



1,2 



1,2 



""1 Further documents are listed in the continuation of Box C | | See patent family annex. 



Special categories of cited documents: 

' document defining the general state of the art which is not considered 
to be of particular relevance 

*TT earlier document but published on or after the international filing date 
**L M document which may throw doubts on priority dairo(s) or which is 
cited to establish the publication date of another citation or. other 
special reason (as specified) 

m O m document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other 



T document published prior to the international filing date but later than 
the priority date claimed 



*T later document pubUshed after the mtemationalfih'iig date or priority 
date and not in conflict with the application but cited to understand 
the principle or theory underlying the invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered novel or cannot be considered to involve an inventive 
step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered to involve an inventive step when the document is 
combined with one or more other such documents, such combination 
being obvious to a person skilled in the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

21 September 1992 (21.09.92) 



Date of mailing of the international search report 

12 October 1992 (12.10.92) 



Name and mailing address of the ISA/ 

European Patent Office 

Facsimile No. 



Authorized officer 



Telephone No. 



Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/EP 92/01173 



C (Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



NATO ASI SERIES, VOL. H43 

1990, SPRINGER VERLAG BERLIN, BRD; 

pages 247 - 253; 

H.H. ALTHAUS ET AL. : 'Protein kinases A and C 

are involved in oligodendroglial process formation' 

In G. Jeserich et al.(Eds.), Cellular and 

Molecular Biology of Myelination 

see page 247, line 1 - line 11 

see page 252, line 1 - line 25 

NATURE 

vol. 317, No. 6038, October 1985,MACMILLAN 
JODRNALS LTD., LONDON, OK; 
pages 632 - 634; 

L.E. r.TTJ.TKM AND P. CLAUDE: 'Nerve growth factor 
is a mitogen for cultured chromaffin cells' 

NEUROSCI. LETT. 

vol. 135, No. 2, February 1992, ELSEVIER, SHANNON, 
IRELAND; 

pages 219 - 223; 

H.H. ALTHAUS EZD AL.: 'Nerve growth factor 
induces proliferation and enhances fiber 
regeneration in oligodendrocytes isolated from 
adult pig brain' 

see page 219, left-hand column, line 1 - 
page 222, left-hand column, line 42 
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Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/EP 92/01173 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of Item 1 of first sheet) 

Ibis internationa] search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons: 
1. I x| Claims Nos.: 

*—* because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2. J J Claims Nosj 

because they relate to parts of the internationa] application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

Remark: Although Claims 13,14 relate to a method for 
treatment of the human or animal body, the search has 
been carried out and based on the alleged effects of 
the compound /compos it ion . 

3. I I Claims Nos.: 

— because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 
Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This Internationa] Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. [~ I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
searchable claims. 

2. | | As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, (his international search report 
1—1 covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this internationa] search report i 
■— ■ restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos~ 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



INTERNATiONALER RECH ERCH ENB ER1CHT 



PCT/EP 92/01173 



1. KLASSIFIKAHON DES ANMELDUNGSGEGENSTANDS (hd mcaiacn KUjafikarJonssymboJai sind alle anmgcfaay* 



|Myj> l>H«—»tlnMl«i P it^h^riCTafinn (IPC) ~t» no<-h .Ur nathiMlfn Klivrifitittnn mil if IPf 

Int.KI. 5 C12N5/08; A61K37/02; A61K37/64; 

37:02) 



//(A61K37/64 



D. BECUERCHIESTE SACHCEBIETE 



Rcchcfchiotcr Mlndftlpifl&luff 



Int.KI. 5 



C12N ; 



A61K ; 



C07K 



Rechtichlertt nicbt mm Mmdatprtt&toff gebfircndc VaMfcMUdumga, sovdt ditse 
uotcr die fcchcvc&icjlui Suhgtbictc fallen ' 



m. onschlagige vfmffentlichijngen * 



Art" 



Kamzddmmtg dcr VaMaulidnmg u , smmt afontoitch mtcr Angabe der maflgcbUchen Trile 12 



Bdr. Aasproch Nr. u 



J. BIOL. CHEN. 

Bd. 263, Nr. 9, 25. Marz 1988, AM. SOC. MOL. 
BIOL. , INC., US 
Selten 4460 - 4466; 

F.L.HALL ET AL. : 'Suppression of nerve growth 
factor-directed neurlte outgrowth 1n PC12 cells 
by sphlngoslne, an Inhibitor of protein kinase 
C* 

slehe Selte 4460, Unke Spalte, Zelle 1 - Zelle 
46 



-/— 



1,2 



*A* Veroffdrtictaiftg, die den aligemeinen Stand dcr Tecfanik 
definiert, aber meat ols besoaden bedentsara annrwthm 1st 

*E* Uteres Ookumnt, das fedocb erst am odcr nadi den interna- 
tfomlen Anraddedatnra wMfcmi ldtt warden tst 



IT VetflffcntUcbanga die gectanet 1st, i 

zwesfeUnrt ersebdneo m lassen, oder dnrcfa die das Verof- 
fwttih-fcmiyj mu iii cincr anderen Ira Becnercbenbertcfat ge- 
nannten Veio^fentildmng bdegt wcrden soil odcr die ans dncm 
anderen besondcrcB Gnmd angegeben ist (trie xasgefnhrt) 

'O* VerOfTeattichtmg, die rich anf dne mflndlicbe Offtnbarung, 
erne Benutznng, cine Attsstdlu&g odcr andere Maflnabmen 
bencbt 

*P* Vercffentfichnnfr die w dem intemaffonalrn Anmrirtritir 
turn, aber oacfa sen lr*'flifrTpf M ^* l ** ,> PtlufJtfllaJhtup veroffent* 
Ucnt worden ist 



T* SpSterc VcrttfrVnttidnmg. die nacb dem intcrnationalea Ad- 
jmiAAmArrtitT* oder dem ranritltsdatiim vetorfentUcnt warden 
tst and rait dcr Anraddans nicbt koUMlert, sondern nur znra 
Vcnttndois des der Erfinamg zngnmddiegeoden Prtnzips 
oder der ibr zagrgrrdHlfgcnden Theorie angegeben fat 

t« Erfindimg kann nfcht ats Deo oder anf crfinderischer Tltfg- 
kcit bevubend bctrachtct werden 

*Y* Veroffeotikbjmg voo besonderer Bedeotnitg; die beaitspntcn- 
te Erfininng asm nicbt als anf er8Bderfacte mgkeit be- 
tnbend betnehtet werdtn, worn die VerflffrnfHrhimg rait 
doer oder ru e nra en anderen VeroitatUdmaseB dicser Kate- 
goric in Verbrndnng gebracnt wird and dies* Verbindimg Ar 
Wiwi Facbmann itabeUegeod ist 

*A* Vefoffeatiidrang, die Mitgiied dersdbeo Fatentiannlic ist 



IV. BESCHQNIGUNG 



Datura des Abscblnsses der i 



irainonaien Rechercne 



21. SEPTEMBER 1992 



A des international eo B rchyrc b en bcrKhlA 

12.10.32. 




Intemationale Recnercaenbeborde 

EUROPAISCHES PATENTAMT 



Unterscbrift des 

HORN I G H. 



tattat PCT/BA/210(BUt 2) (An IMS) 



Iattnatfooilfs Aktenxdd»«n 



PCT/EP 92/01173 



m. EINSCHLAGIGE VEHOfFENTUCHtiNGEN (FortgtrangvanBIatt D 



Ka^lfSa^NATL. ACAD SCI., WASHINGTON, 
0C, US; 

Selten 2353 - 2357; 

T. HAMA ET AL. : 'Protein kinase C as a component 
of a nerve growth factor-sensitive 
phosphorylation system In PC12 cells 
slehe Selte 2355, rechte Spalte, Zelle 18 - 
Selte 2356, rechte Spalte, Zelle 21 

NATO ASI SERIES, VOL. H43 

1990, SPRINGER VERLAG BERLIN, BRD; 

Selten 247 - 253; 

H.H. ALTHAUS ET AL.: 'Protein kinases A and C 
are Involved 1n ollgodendrogllal process 
formation' 

In G. Jeserlch et al.(Eds.), Cellular and 
Molecular Biology of Myel1nat1on 
siehe Selte 247, Zelle 1 - Zelle. 11 
slehe Selte 252, Zelle 1 - Zelle 25 

Bd 10 ^, Nr. 6038, Oktober 1985, MACMILLAN 

JOURNALS LTD., LONDON, UK; 

Selten 632 - 634; _ 

L E. LILLIEN AND P.CLAUDE: 'Nerve growth factor 

Is a mitogen for cultured chromaffin cells 

KUNr^; Februar 1992, ELSEVIER, SHANNON, 
IRELAND; 

Selten 219 - 223; 

H.H. ALTHAUS ET AL.: 'Nerve growth factor 
Induces proliferation and enhances fiber 
regeneration In oligodendrocytes Isolated from 
adult pig brain' , , „ _ 

slehe Selte 219, Hnke Spalte, Zelle 1 - Selte 
222, Hnke Spalte, Zelle 42 



1,2 
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INTERNATfftNALER RECHERCHENBERICHT 



I-*eroattonates Akt en zc ichrn 

PCT/EP 92/01173 



FeM I Bemerkitngen zu den Anspruchen, die »ch ais went recherchiernar erwiesen hafaen (Foi Ueiiung von Ptmkt 1 anf Blatt-1) 



Gem^B Artiket I7(2)a) wurde aus folgenden Grtinden fur be stimm te Anspruche kein Re chn c he nbericht erxtellt: 



1. IXl AiJspruche Nr. 

weil Sis stcfa auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist/namlich 

Bemerkung: Obwohl die An sp ruche 13,14 s1ch auf e1n Verfahren zur Behandlung 
des menschl1chen/t1er1schen Korpers beziehen, wurde die Recherche durch- 
gefQhrt und grundete s1ch auf die angefiihrten Wlrkungen der Verblndung/ 
Zu sammen setzung . 



□ 



Anspritehe Nr. 

weil sie sich auf Teile der interoarionalen Anmeldung beziehen, die den vcrgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprcchen, 
dafl erne rinxrvolle uuernationate Recherche nicht durchgefuhrt werden kann f wamiirh 



□ 



3. Antpruche Nr. 



weil es sich dabei um abhangige Anspruche handett, die inchtentsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefafit sind. 



Fdd 11 Bemerkitngen bet mangelnder Ewhehtichkett der Erfmdung (Fartsetzung von Punks 2 anf Blmtt 1) 



Die internaricnata I 



t hat festgesteUt, dafl diets Internationale Anmeldung m e h r e re Erfmdungen enthalt 



1 | Da der Anxnelder alle ertorderttchen zusatzUchen Rechercfaengebunren rechtzeiug mtrirhfrt hat, erstreckt sich dieser 
into iiarinnale R cc h e rcfaenbericht auf aQe recherchterbaren Anspruche der internal ion ai en Axuseldung. 

| 1 Da fur alle rechercaierbaren Anspruche die Recherche ohnc eaten Arbeitsaiirwand durchgerunrt werden konnte, der eine 

zusatzfiche R ech erch e i i ge b Ohr gerechtferugt hatte, hat die Internat io n ale Rechercfaenbehdrde nicht zur Tfrhhrng einer lo&chcn 
Gebunr aufgefordert 



3. | I Da der Anxnelder nur einige der erforder lichen zusatznchen Rechercfaengebunren rechtzeitig entrtchtet hat, erstreckt sich dieser 
mternatsonale Rechercfaenbericbt nur auf die Anspruche der internaa' onaten Anmeldung, fur die Gebuhren entrichtet worden 
sind, nawiKfth auf die Anspruche Nr. 



chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfmdung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faflt: 



hiimrhtiich ernes Widerspruchs | | Die zusatttichrn Gebuhren wurden vom Anmeider unter Widerspruch gezahlL 

| | Die Zahrung zusatzficher Gebuhren erfblgte ohne Widerspruch. 



Formbiaa PCT/IS A/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (l)XJufi 1992) 



